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Abstrakt: 
 
Obsahem této práce je studium elektrochemické oxidace vybraných fytosterolů 
(stigmasterol, β−sitosterol a ergosterol) na borem dopované diamantové elektrodě 
v prostředí kyseliny chloristé a acetonitrilu. Studována byla stabilita voltametrické 
odezvy fytosterolů v čase. Porovnávány výšky píků pro různě zvolené rychlosti scanu 
a závislost signálu fytosterolů na obsahu vody v roztoku, dále studováno v prostředí 
dalších anorganických kyselin (kyselina sírová a trihydrogenfosforečná) a soli (chlo-
ristan sodný) v acetonitrilu. Nejvhodnější pro detekci vybraných fytosterolů bylo pro-
středí kyseliny chloristé, které by bylo možné nahradit i prostředím chloristanu sod-
ného. Naopak naprosto nevhodné se ukázalo prostředí kyseliny trihydrogenfosforečné, 
kdy signály fytosterolů byly málo odlišitelné od základního elektrolytu. 
 
Klíčová slova 
Borem dopovaná diamantová elektroda, dehydratace, fytosterol, oxidace, volta-
metrie 
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Abstract: 
 
Electrochemical oxidation of selected phytosterols (stigmasterol, β−sitosterol 
and ergosterol) was studied on boron–doped diamond electrode in perchloric acid in 
acetonitrile. The stability of the voltammetric response of phytosterols, dependence of 
peak heights on scan rate and the dependence of the phytosterol signal on the water 
content in the measured solution was studied. Voltammetric behaviour was further 
studied using other inorganic acids (sulfuric acid and trihydrogenphosphoric acid) and 
salts (sodium perchlorate) as supporting electrolyte. Using perchloric acid or sodium 
perchlorate were suitable for voltammetric studies. On the contrary, trihydrogenphos-
phoric acid as supporting electrolyte was quite inappropriate, because the signals of 
the phytosterols were poorly developed. 
 
Key words: 
Boron-doped diamond electrode, dehydration, phytosterol, oxidation, voltamme-
try 
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Seznam zkratek 
BDD borem dopovaný diamant 
c  molární koncentrace [mol.dm−3] 
CAS cykloarterolsynthasa 
CV cyklická voltametrie 
DPV diferenční pulsní voltametrie 
E potenciál [mV] 
Eakt aktivační potenciál 
I  proud [nA] 
Ip proud píku [nA] 
LAS lanosterolsynthasa 
LOD limit detekce 
PAS fotoakustická spektroskopie 
v  rychlost skenu [mV.s−1] 
v1/2 druhá odmocnina z rychlosti skenu [(mV.s−1)−1/2] 
t  čas [min] 
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1 Teoretická část 
1.1 Cíl práce 
Cílem této bakalářské práce bylo prozkoumání elektrochemického chování vy-
braných fytosterolů (stigmasterolu, β–sitosterolu) a ergosterolu a následná aplikace na 
stanovování na BDD elektrodě. 
 
1.2 Fytosteroly 
Fytosteroly nebo-li rostlinné steroly jsou lipofilní látky vyskytující se přirozeně 
v rostlinných buňkách. Doposud bylo identifikováno více než 250 rostlinných sterolů, 
z nichž mezi nejrozšířenější patří stigmasterol, β–sitosterol a campesterol. 
 
1.2.1 Struktura, vlastnosti a výskyt fytosterolů 
Fytosteroly se svou strukturou řadí mezi steroidy. Zpravidla obsahují uhlíkatý ře-
tězec o počtu 27 až 29 uhlíkatých atomů. Základem je cyklopentanoperhydro-
fenanthren (steran), který má na C3 navázánu hydroxo– skupinu a na C5 je mezi uhlíky 
dvojná vazba. Další derivatizací steranu na C10, C13 a C17 vznikají příslušné steroly (cho-
lesterol, fytosteroly). 
Steroly se v rostlinách vyskytují ve směsích. Jejich variabilita spočívá v postran-
ním řetězci a rozložení dvojných vazeb. Zatímco cholesterol má ve svém postranním 
řetězci na C20 a C25 methylovou skupinu, fytosteroly jsou v dané oblasti více rozmanité. 
Příkladem může být stigmasterol, který oproti cholesterolu (struktury viz obr. 1.1) na 
C24 disponuje ethylovou skupinou a na C22 se nachází dvojná vazba. Díky této dvojné 
vazbě snadněji podléhá oxidačním procesům [1]. 
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Obr. 1.1 Struktura cholesterolu (A), stigmasterolu (B), β–sitosterolu (C) a ergosterolu (D). 
 
Fytosteroly jsou sloučeniny z velké části hydrofobní, ale vždy mají na C3 polární 
hydroxylovou skupinu, jejímž důsledkem je zvýšení polarity této části molekuly. Jed-
nou z možností jak lze tyto steroly klasifikovat, je na volné fytosteroly a esterifikované 
steroly. Volné fytosteroly obsahují volnou 3β–hydroxylovou skupinu a tvoří majoritní 
část produktů biosyntézy fytosterolů. Dále zmíněné esterifikované steroly vznikají tak, 
že volná 3β–hydroxylová skupina volných fytosterolů je esterifikována nenasycenými 
mastnými kyselinami s dlouhými řetězci např. olejovou a linoleovou. Další skupinou 
mohou být sterylované glykosidy, které jsou tvořeny navázáním monosacharidů (např. 
glukosou) opět na 3β–hydroxylovou skupinu [2]. 
Rostlinné steroly vyskytující se v potravinách kompetují s cholesterolem o ab-
sorpci ve střevech. Fytosteroly tvoří micely a tím snižují vstřebávání cholesterolu.  
Fytosteroly tvoří základ buněčných membrán rostlin. Jejich funkce je v rostlinách 
podobná, jakou zastává cholesterol v živočiších. Zde je cholesterol základní složkou ži-
vočišné membrány [3]. V důsledku své struktury se podílejí na fluiditě a permeabilitě 
buněčné membrány. Steroly se nacházejí v malém množství v membráně endoplazma-
tického retikula, tonoplastů i mitochondrií. Mohou se nacházet jak v membránách jed-
notlivých buněk či organel, tak i volně v intracelulární tekutině. V relativně malém 
množství se dále vyskytují v membráně chloroplastů [4]. Tyto steroly můžeme nalézt 
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1.2.2 Studované fytosteroly 
Stigmasterol (3β–hydroxy–24–ethyl–5,22–cholestadien) je steroidní derivát, 
který má na C3 steroidního jádra hydroxylovou skupinu a dvojnou vazbu v pozici C5, 
tím se jeho struktura podobá cholesterolu. Odlišení od něj je možné naleznout v pozici 
C17, kde má stigmasterol jiné uspořádání postranního řetězce (obr. 1.1 B). Stigmasterol 
v buňce ovlivňuje její proliferaci a diferenciaci. [2] V čistém stavu je to krystalická bílá 
látka. Jeho molární hmotnost je 412,69 g.mol−1 [6]. 
β–sitosterol (24–ethylcholest–5–en–3–beta–ol) je také steroidní derivát. Od cho-
lesterolu se odlišuje uspořádáním postranního alkylového řetězce (obr 1.1 C). V rost-
linných buňkách ovlivňuje propustnost jejich membrány. Tento fytosterol je taktéž bílá 
krystalická látka v čistém stavu o molární hmotnosti 414,72 g.mol−1 [5]. 
Ergosterol (3β–hydroxy–5,7,22–ergostatrien) je fytosterol obsažený převážně 
v houbách. Je provitaminem D2. Od ostatních zkoumaných sterolů se významně odli-
šuje přítomností drué dvojné vazby na steroidním skeletu; dvojné vazby jsou v kon-
jugaci, umístěné na C5 aC7 (obr. 1.2 D), díky nim je tak oproti sterolům s jednou dvojnou 
vazbou včetně stigmasterolu a β–sitosterolu lépe stanovitelný spektrometrickými me-
todami. Tento sterol je v čistém stavu bílá krystalická látka o molární hmotnosti 396,66 
g.mol−1 [7]. 
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1.3 Biosyntéza cholesterolu, ergosterolu a fytosterolů 
Biosyntéza rostlinných sterolů se až do vzniku skvalenu nikterak neliší od bio-
syntézy cholesterolu (obr. 1.2). Následuje pro každý fytosterol konkrétní dráha.  
Obr. 1.2 Schéma biosyntézy cholesterolu. (převzato a upraveno z https://docpla-
yer.cz/15442969-Struktura-a-funkce-lipidu.html, viděno 31. 7. 2018). 
Obr. 1.3 Schéma biosyntézy fytosterolů, ergosterolu a cholesterolu.(převzato z [8] a upraveno) 
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V říši živočichů a hub je 2, 3–oxidoskvalen přeměněn na lanosterol díky lanoste-
rolsyntháse (LAS) (obr. 1.3). Lanosterol je univerzální prekurzor pro biosyntézu jak 
cholesterolu tak ergosterolu. Z lanosterolu je získán cholesterol tepelnou cholestero-
genezí [9, 10]. Za jeho přeměnou stojí deset enzymatických kroků. Prekurzorem pro 
rostlinné steroly je cykloartenol, který vzniká v přítomnosti cykloartenolsynthásy 
(CAS). LAS gen byl pozorován pouze u velmi mála druhů rostlin. Pro fytosteroly jsou 
možné dvě syntetické dráhy buď přes cykloartenol nebo lanosterol. V rostlinnách pro-
bíhá syntéza cholesterolu hypoteticky přes jednoduchou biosyntetickou cestu a přes ty 
samé enzymy, které produkují fytosteroly [11, 12]. 
Biosyntéza fytosterolů (v tomto případě stigmasterolu a β–sitosterolu) probíhá 
z cykloartenolu přes šest prekurzorů (ty mají společné s cestou vzniku campesterolu) 
– 24-methylenecykloartenol, cykloeukalenol, obtusifoliol, 4α-methylergostatrienol, 
4α-metyhlergostadienol a 24-methylenelofenol. Po této sloučenině přeměněna zkou-
maných fytosterolů probíhá jinou biosyntetickou dráhou a přes 24-ethylidenolfenol, 
Δ7avenasterol, Δ5,7avenosterol a isofukosterol. Následně vzniká první ze zkoumaných 
látek β–sitosterol, ten je zároveň prekurzorem pro vznik stigmasterolu [13]. 
1.4 Analytické metody stanovení ergosterolu a fytosterolů 
Analytickými metodami pro stanovení ergosterolu jsou vysokoúčninná kapali-
nová chromatografie s UV detekcí (HPLC–UV) probíhající na reverzní fázi v prostředí 
acetonitril/methanol (70:30, v/v) [14] nebo fotoakustická spektroskopie (PAS), která 
byla použita pro detekci bioaktivních složek v myceliu Agaricus brasiliensis [15]. Dále 
lze použít tenkovrstvou chromatografii (TLC) [16]. 
Fytosteroly lze stanovit analytickými metodami jako jsou kapilární elektrochro-
matografie (CEC) [17], plynová chromatografie s hmotnostní spektrometrickou de-
tekcí (GC–MS) [18] nebo plynová chromatografie s plamenovou ionizační detekcí    
(GC–FID). Pro tuto metodu je stanoven limit detekce (LOD) 0,27 μmol.l−1 [19]. 
Obecně lze říci, že možnosti detekce fytosterolů jsou poměrně omezené, jelikož 
molekula neobsahuje chromoforní nebo fluoroforní části pro UV nebo fluoresceční de-
tekci; pro plynovou chromatografii je problémem nízká těkavost, tj. nutnost derivati-
zace těchto molekul. Problematická je i jejich přímá elektrochemická oxidace nebo re-
dukce.  V práci [20] bylo k ampérometrické detekci fytosterolů použito bezvodé pro-
středí chloristanu lithného v acetonitrilu a elektrody ze skelného uhlíku. Limit detekce 
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byl v rozmezí 0,816 – 3,40 μmol.l−1. 
Citlivost jmenovaných analytických metod pro stanovení ergosterolu je v násle-
dující tabulce. 
 
Tab 1.1 Analytické metody využívané pro detekci ergosterolu. 
Metoda LOD / μmol.l−1 
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1.5 BDD elektroda 
Borem dopovaný diamant patří v posledních třech desetiletích k využívanému a 
zkoumanému materiálu především v oboru elektrochemie. Této pozornosti si zasloužil 
díky svým vlastnostem, jako je nízký zbytkový proud a chemická i mechanická stabilita 
[21]. Jednou z nejdůležitějších vlastností tohoto materiálu je široké potenciálové okno. 
Šířka okna je závislá na kvalitě filmu a často dosahuje hodnot kolem 3,5 V. V anodické 
oblasti končí potenciálové okno v prostředích obsahujících vodu do potenciálu + 2,0 V 
(kyselá prostředí). Proto jsou BDD elektrody využívané především tam, kde jiným způ-
soben není možné tohoto vysokého kladného potenciálu dosáhnout [22]. Při stanovení 
organických látek elektrochemicky na elektrodách často dochází k adsorpci polárních 
látek na povrch elektrod. Tato adsorpce je často ireverzibilní a tak dochází k pasivaci 
elektrody. K adsorpci polárních látek jsou často citlivé uhlíkové elektrody jejichž hyb-
ridizace je sp2. Oproti tomu jsou BDD elektrody na základě své sp3 hybridizace a termi-
naci povrchu vodíkem k adsorpci značně rezistentní [23]. 
Obr 1.5 Schéma BDD elektrody v diskovém uspořádání; 1 kontakt pro připojení k potencio-
statu, 2 teflonové tělo elektrody, 3 elektrický kontakt, 4 šroubovací nástavec, 5 pružina, 6 ko-
vová destička z obou stran pokrytá grafitem, 7 těsnění, 8 kontakt s roztokem, 9 BDDFE na kře-
míkové podložce (převzato z [21]) 
 
1.5.1 Příprava BDD filmových elektrod (BDDFE) 
Diamantové filmy neobsahující dopant jsou připravovány za vysokého tlaku a vy-
soké teploty (metoda high pressure, high temperature – HPHT). Jsou zde napodobeny 
podmínky, při kterých vzniká přírodní diamant. Za těchto podmínek dochází k přetvo-
ření monokrystalického diamantu na čistý diamant s pravidelným uspořádáním (tet-
raedrické) [22]. 
Metoda, která se používá pro přípravu BDD filmů, se nazývá chemická depozice 
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par (CVD – chemical vapor deposition) a je prováděna za teplot nízkých. Z mnoha tech-
nik, kterými je CVD možno provádět, se pro přípravu diamantových filmů využívají 
dvě: termální iniciace žhaveným vlákne (teplota 2000 – 2900 K) nebo elektromagne-
tická excitace za použití mikrovlnného ohřevu (3000 MHz – 300 000 MHz) [22]. 
Chemickou reakcí plynné fáze a následným ukládáním produktů na povrch sub-
strátu (často křemík) vzniká BDD film. Plynná fáze obsahuje vodík a methan, který 
slouží jako zdroj uhlíku. Jako dopant boru je používán diboran, trimethylboran nebo 
nitrid boru [22, 23]. 
1.5.2 Použití BDD filmových elektrod 
V elektrochemii se BDD elektrody používají především k oxidaci organických lá-
tek v odpadních vodách, kdy je BDD elektroda použita jako anoda při potenciálu 
vyšším, než je anodický rozklad vody. Při této reakci vznikají na povrchu elektrody vy-
soce reaktivní hydroxylové radikály, které mohou organické látky oxidovat až na oxid 
uhličitý. Případně může docházet ke konverzi organických látek na jiné organické slou-
čeniny, které jsou biologicky odbouratelné. Dále se tyto elektrody používají jako elek-
trochemické senzory např. ve voltametrii nebo ampérometrické detekci v průtokových 
metodách, jako je např. HPLC, FIA a CE [24-26]. 
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2 Experimentální část 
2.1 Použité chemikálie 
Studované látky byly stigmasterol, β–sitosterol a ergosterol od firmy  Sigma–
Aldrich,jejich deklarovaná minimální čistota byla 95 %. Zásobní roztoky stigmasterolu 
a β−sitosterolu byly připraveny o koncentraci 1∙10−3 mol.l−1, roztok ergosterolu o kon-
centraci 1∙10−4 mol.l−1.  Dalšími použité chemikálie byly analytické čistoty, pokud není 
uvedeno jinak: acetonitril pro HPLC od Sigma–Aldrich, kyselina chloristá 70% od Lach–
Ner (Neratovice, ČR), kyselina trihydrogenfosforečná 85% od výrobce Penta, kyselina 
sírová 96% od Lach–Ner (Neratovice, ČR), kyselina dusičná 65% od Lach–Ner (Nera-
tovice, ČR), bezvodý chloristan sodný od výrobce Fluka a alumina od Elektrochemic-
kých dektorů (Turnov, ČR). 
 
2.2 Aparatura 
Pro měření metodami cyklické a diferenční pulsní voltametrie byl použit přístroj 
Eko–Tribo Polarograf (software Polar-Pro 5.1) od EcoTrend Plus, Praha.  
Pracovní bórem dopovaná diamantová elektroda byla průměru 3 mm, A = 7, 1 
mm2 od Windsor Scientific (Slough, Velká Británie). Elektroda je tvořena BDD diskem 
umístěným na těle, které je z materiálu PEEK. Samotná elektroda byla před každým 
měřením leštěna pomocí suspenze aluminy (Elektrochemické detektory, Turnov) a de-
stilované vody po dobu 30 s. 
Jako referenční elektroda byla použita elektroda argentochloridová (3 mol.l−1 
KCl) (Elektrochemické detektory, Turnov). Pomocnou elektrodou byla elektroda plati-
nová (Elektrochemické detektory, Turnov). 
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2.3 Vyhodnocení naměřených výsledků 
K vyhodnocování grafů, dat a výpočtům byly použity programy: Polar-Pro od 
Eko-Trend Plus, OriginPro 2015 od OriginLab Corporation z USA a kalkulačka Sencor 
SEC 160. 
Pro získání koncentrační závislosti byly pro provedení diferenční pulsní voltame-
trie použity podmínky: výška pulsu 100 mV, šířka pulsu 10 ms a rychlost skenu 20 
mV.s−1. Pro každou koncentraci byl voltamogram změřen třikrát, znázorněné hodnoty 
jsou průměrem naměřených hodnot. 
Pro stanovení limitu detekce byla nejnižší hodnota koncentrace 0,8 μmol.l−1 mě-
řena pětkrát, mezi jednotlivými skeny byla pracovní elektroda leštěna po dobu 30 s. 
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3 Výsledky a diskuse 
V této kapitole jsou shrnuty výsledky studia elektrochemické oxidace stigmaste-
rolu, β−sitosterolu a ergosterolu v prostředí acetonitrilu a kyseliny chloristé, která tvo-
řila základní elektrolyt. V tomto prostředí dochází zřejmě nejprve k dehydratační re-
akci a vzniku elektroaktivních produktů, stejně jako je tomu u primárních žlučových 
kyselin a cholesterolu [27]. Tyto produkty jsou dále oxidovány na BDD elektrodě. Dále 
byl studován vliv jiných kyselin (kyseliny sírové a trihydrogenfosforečné) a chloristanu 
sodného na voltametrickou odezvu látek. Stabilita odezvy sterolů byla studována v zá-
vislosti na čase měření po přípravě roztoků, na rychlosti skenu a na obsahu vody v zá-
kladním elektrolytu.  
 
3.1 Elektrochemická oxidace stigmasterolu, β−sitosterolu a er-
gosterolu v prostředí acetonitrilu a anorganických kyselin 
nebo chloristanu sodného 
Stigmasterol, β−sitosterol a ergosterol byly zpočátku měřeny v prostředí 0,1 
mol.l−1 kyseliny chloristé na základě měření publikovaných Kloudou et. al [27], bylo 
předpokládáno podobné chování jako u cholesterolu na základě jejich podobné struk-
tury. Základní elektrolyt tvořila již zmíněná 0,1 mol.l−1 kyselina chloristá a acetonitril. 
Obsah vody v daném prostředí byl 0,43 % a je dán přítomností vody v koncentrované 
kyseliny chloristé (w = 0,7). 
 
3.1.1 Stabilita voltametrické odezvy sterolů 
Na obr. 3.1 jsou znázorněny cyklické voltamogramy studovaných sterolů. Oxi-
dace stigmasterolu a β−sitosterolu probíhá při potenciálu cca + 1 850 mV , pro ergo-
sterol, který je strukturně odlišný díky přítomnosti konjugovaných dvojných vazeb, lze 
pozorovat dvoustupňovou oxidaci u potenciálu + 1 080 mV a + 1 550 mV. 
Z měření deseti následných cyklů (obr. 3.1), které bylo provedeno bez leštění 
elektrody mezi jednotlivými cykly, je patrné, že dochází k pasivaci elektrody a signály 
jednotlivých fytosterolů a ergosterolu s přibývajícím počtem cyklů klesají. Proto bylo 
dále již využíváno jen prvních cyklů, naměřených ihned po vyleštění elektrody. V tomto 
případě byla odezva (výška jednotlivých signálů sterolů) největší. 
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Obr. 3.1 Cyklické voltamogramy a) β–sitosterolu (c = 1∙10–4 mol.l–1), b) stigmasterolu (c = 1∙10–
4 mol.l–1) a c) ergosterolu (c = 1∙10–5 mol.l–1) v 0,1 mol.l–1 HClO4 v prostředí acetonitrilu s obsa-
hem vody 0,43 %. Rychlost skenu 100 mV.s-1, měřeno v rozsahu 0 až +2 500 mV. Voltamogramy 
zaznamenány ihned po přípravě smísením roztoku jednotlivých fytosterolů s roztokem HClO4. 
Vybrány tři skeny z deseti následných bez leštění mezi jednotlivými cykly, 1. cyklus – červená 
barva, 2. cyklus – zelená barva a 10. cyklus – modrá barva. Základní elektrolyt je znázorněn 
černou barvou. d) Závislost poklesu proudu píků při konstantním potenciálu β–sitosterolu (+ 
1 810 mV), stigmasterolu (+ 1 806 mV a + 2 120 mV) a ergosterolu (+ 1 120 mV a + 1 605 mV) 
na počtu cyklů. 
 
Pozorování bylo prováděno pouze v oblasti kladných potenciálů od 0 mV do + 
2 500 mV. V oblasti záporných potenciálů (0 mV až −900 mV) k žádným redukcím ne-
docházelo, jak vyplývá z obrázku 3.2, nebyly pozorovány ani katodické píky v oblasti 
kladných potenciálů. Fytosteroly a jejich dehydratační produkty nejsou tudíž za daných 
podmínek redukovatelné. 
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Obr. 3.2 Cyklické voltamogramy (1) β–sitosterolu (c = 1∙10–4 mol.l–1), (2) stigmasterolu (c = 
1∙10–4 mol.l–1) a (3) ergosterolu (c = 1∙10–5 mol.l–1) v 0,1 mol.l–1 HClO4 v prostředí acetonitrilu 
s obsahem vody 0,43 %. Rychlost skenu 100 mV.s-1, měřeno v rozsahu 0 až – 900 mV. Voltamo-
gramy zaznamenány ihned po přípravě smísením roztoku jednotlivých fytosterolů s roztokem 
HClO4. 
 
Dále byla studována stálost voltametrické odezvy studovaných sterolů od pří-
pravy roztoků smísením zásobního roztoku sterolu v actonitrilu s roztokem kyseliny 
chloristé vzhledem k předpokladu, že v tomto prostředí dochází k dehydrataci sterolů 
a vzniku elektroaktivních produktů. Např. pro primární žlučové kyseliny bylo potřeba 
za pokojové teploty 120 min k ustálení voltametrikcého signálu [27]. Zaznamenané 
voltamogramy jsou na obrázku 3.3 a), b) a c). Obrázek d) znázorňuje vývoj elektroche-
mického signálu v závislosti na čase. 
Z obrázku 3.3 a) + b) vyplývá, že pík β−sitosterolu a stigmasterolu je dobře pozo-
rovatelný hned po přípravě měřeného roztoku a následujícím dalším vývojem. Měření 
bylo prováděno ihned po přípravě (0 min), po dalším vyleštění elektrody (3 min) a dále 
po 8 min, 15 min, 20 min a 30 min. 
Z obrázku 3.3 a) vyplývá, že výška píku β−sitosterolu při potenciálu +1 859 mV 
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pozvolna narůstá a je nejvyšší po 30 minutách. Pro další měření je však postačující ve-
likost odezvy, kterou sterol poskytuje ihned po přípravě. I tato odezva je dostatečně 
rozlišitelná od cyklického voltamogramu základního elektrolytu. 
Dále z obrázku. 3.3 b) je možné pozorovat, že velikost odezvy stigmasterolu, kdy 
daný pík můžeme pozorovat při potenciálu +1 825 mV, je nejvyšší na rozdíl od β−sitos-
terolu již 15 minut po přípravě roztoku. Pro další měření bylo využíváno opět jen cyk-
lických voltamogramů získaných ihned po přípravě. I v tomto případě byla výška píku 
od základního elektrolytu dobře rozeznatelná. 
Z obrázku. 3.3 c) byly v případě ergosterolu pozorovány dvě odezvy. První pík při 
potenciálu +1 113 mV a druhý při potenciálu +1 815 mV. Zatímco první signál je zazna-
menatelný ihned po přípravě, druhý signál byl nejvyšší až po 45 minutách od přípravy 
měřeného roztoku. Rozdílná velikost signálu po různých časových intervalech je zře-
jmě dána probíhajícími dehydratačními reakcemi, kdy jednotlivé signály mohou odpo-
vídat dějům probíhajícím na jiných částech molekuly ergosterolu, nebo se jedná o děje 
následné. Měření bylo prováděno ihned po přípravě (0 min), po dalším vyleštění elek-
trody (3 min) a dále po 8 min, 15 min, 20 min, 30 min, 40 min, 45 min a 60 min. Stejně 
jako u předešlých fytosterolů byl ergosterol dále měřen ihned po přípravě. I jeho signál 
byl pro daná měření postačující. 
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Obr. 3.3 Cyklické voltamogramy a) β–sitosterolu (c = 1∙10–4 mol.l–1), b) stigmasterolu (c = 1∙10–
4 mol.l–1) a c) ergosterolu (c = 1∙10–5 mol.l–1) v 0,1 mol.l-1 HClO4 v prostředí acetonitrilu s obsa-
hem vody 0,43 %. Rychlost skenu 100 mV.s-1, měřeno v rozsahu 0 až +2 500 mV. Voltamogramy 
zaznamenány ihned po přípravě smísením roztoku jednotlivých fytosterolů s roztokem HClO4 
(0 min.) a následně měřeny po 4, 8, 15, 20 a 30 min., ergosterol měřen dále po 40, 45 a 60 min. 
Základní elektrolyt je znázorněn černou přerušovanou křivkou. d) Závislost vývoje proudu 
píků při konstantním potenciálu β – sitosterolu (+ 1 859 mV), stigmasterolu (+ 1 825 mV) a 
ergosterolu (+ 1 113 a + 1 815 mV). 
 
3.1.2 Závislost výšky odezvy sterolů na rychlosti skenu 
Na obrázku 3.4 je znázorněno měření velikosti signálu fytosterolu v závislosti na 
zvyšování rychlosti skenu. Pracovní elektroda byla před každým měřením vyleštěna, 
aby bylo zabráněno ovlinění výsledků pasivací samotné elektrody. Vrcholy maxim pro 
jednotlivé fytosteroly jsou obtížně vyhodnotitelné. Pro β−sitosterol a ergosterol bylo 
pozorováno, že s rostoucí rychlostí se odezva daného fytosterolu zvyšuje. U stigmaste-
rolu je možné vidět, že odezva pro 2 560 mV.s-1 je nižší než pro 1 280 mV.s-1.  
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Obr. 3.4 Cyklické voltamogramy a) β–sitosterolu (c = 1∙10–4 mol.l–1), b) stigmasterolu (c = 1∙10–
4 mol.l–1) a c) ergosterolu (c = 1∙10–5 mol.l–1) v 0,1 mol.l-1 HClO4 v prostředí acetonitrilu s obsa-
hem vody 0,43 %. Rychlost skenu znázorněna pro 5 mV.s−1, 40 mV.s-1, 320 mV.s-1 a 2 560 mV.s-
1, měřeno v rozsahu 0 až +2 500 mV. Voltamogramy zaznamenány ihned po přípravě smísením 
roztoku jednotlivých fytosterolů s roztokem HClO4. Základní elektrolyty pro dané rychlosti 
znázorněny přerušovanou čarou stejné barvy. 
 
Z obrázku 3.5 je možné vidět, že závislost výšky píku na rychlosti skenu není li-
neární v celém měřeném rozsahu rychlostí 5 – 2 560 mV.s−1. Odečet proudu je kompli-
kován určením proudového maxima látek vzhledem k poloze signálu blízko úniku zá-
kladního elektrolytu. Linearita byla určena pro závislost signálu na druhé odmocnině 
rychlosti pouze pro nižší rychlosti a to do 160 mV.s−1 pro β−sitosterol a ergosterol, pro 
stigmasterol do 40 mV.s−1. Parametry lineární závislosti pro tento rozsah rychlostí se 
pro vybrané fytosteroly nachází v tabulce 3.1. 
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Sterol Rovnice přímky R2 
β−sitosterol Ip (μA) = 463v
1/2 (mV.s−1)1/2 + 0,900 0,9591 
stigmasterol Ip (μA) = 563v
1/2 (mV.s−1)1/2  + 0,203 0,9656 
ergosterol Ip (μA) = 578v
1/2 (mV.s−1)1/2  – 0,172 0,9335 
 
 
Obr. 3.5 Závislost výšky píku cyklického voltamogramu (■) β–sitosterolu (c = 1∙10–4 mol.l–1), 
(●) stigmasterolu (c = 1∙10-4 mol.l-1) a (▲) ergosterolu (c = 1∙10-5 mol.l-1) v 0,1 mol.l-1 HClO4 v 
prostředí acetonitrilu s obsahem vody 0,43 % na a) rychlosti skenu, b) druhé odmocnině rych-
losti skenu. Rychlost skenu 5 – 2560 mV.s-1, měřeno v rozsahu 0 až +2 500 mV. Voltamogramy 
zaznamenány ihned po přípravě smísením roztoků jednotlivých fytosterolů s roztokem HClO4. 
 
3.1.3 Aktivace BDD elektrody 
Dalším krokem bylo studium možností aktivace BDD elektrody, jelikož při opa-
kovaném měření dochází k její pasivaci, jak je zřejmé např. z cyklických voltamogramů 
na obr. 3.1 a obr. 3.6, kde jsou zaznamenány voltamogramy pro β−sitosterol měřené 
bez leštění elektrody mezi jednotlivými skeny. Při osmi následných skenech došlo ke 
snížení odezvy β−sitosterolu o 32,5 %, jelikož dochází k pasivaci adsorpcí produktů 
oxidace na povrch elektrody. Opakovatelnou odezvu lze získat vyleštěním elektrody, 
kdy pro koncentraci 1∙10−4 mol.l−1 je relativní směrodatná odchylka (RSD) 7,63 %. 
Tento přístup je však nevhodný vzhledem k nutnosti vyndat elektrodu z měřeného 
rozoku. 
Proto byla testována anodická aktivace in−situ vložením aktivačního potenciálu 
+ 2 800 mV a to na 10 s, 30 s a 60 s. Při tomto potenciálu dochází k tvorbě hydroxylo-
vých radikálů rozkladem vody a zpravidla k destrukci organického filmu pasivujícího 
v1/2 [(mV/s)1/2] 
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elektrodu a je tedy běžným způsobem aktivace BDD elektrod [21]. 
Odezva β−sitosterolu se však i s vkládaným aktivačním potenciálem snižovala. 
Proto byla elektroda před každým dalším měřením vždy vyleštěna. Anodického akti-
vačního potenciálu by možná bylo možné využít při dalším prováděném měření 
s vyšším obsahem vody v roztoku a vyzjištění postačující doby, na kterou by byl poten-
ciál vkládán. Možnou roli může hrát i velikost vkládaného potenciálu, který musí být 
kladnější než potenciál anodického rozkladu vody. 
 
 
Obr. 3.6 a) Diferenční pulsní voltamogramy β–sitosterolu (c = 1∙10–4 mol.l–1 ) v 0,1 mol.l–1 
HClO4 v prostředí acetonitrilu s obsahem vody 0,43 %. Rychlost skenu 20 mV.s–1, měřeno v 
rozsahu +900 mV až +2 200 mV. Zaznamenán voltamogram ihned po přípravě smísením roz-
toku a následných 7 voltamogramů bez leštění elektrody mezi jednotlivými scany. b) Pokles 
proudu píku při anodické aktivaci vložením počátečního aktivačního potenciálu Eakt = + 2 800 
mV před zaznamenáním diferenčního pulzního voltamogramu β–sitosterolu (c = 1∙10–4 mol.l–1 
) v 0,1 mol.l–1 HClO4 v prostředí acetonitrilu s obsahem vody 0,43 %. Rychlost skenu 20 mV.s-1, 
měřeno v rozsahu +900 až +2 200 mV. Eakt vkládán na 60 s, 30 s a 10 s. Porovnání s poklesem 
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3.1.4 Vliv obsahu vody na odezvu fytosterolů 
Vzhledem k principu studované elektroanalytické metody, který je založen na pr-
votní dehydratační reakci sterolů, lze předpokládat, že množství vody v měřeném roz-
toku bude výrazně ovlivňovat odezvu studovaných sterolů. Proto byly měřeny cyklické 
voltamogramy sterolů pro koncentrace 0,43 % − 50,0 % v acetonitrilu. 
Z obrázku 3.7 a) je patrné, že odezva β−sitosterolu se pro jednotlivé obsahy vody 
liší. Nejvyšší je signál při obsahu vody pro 2,0 %. Pokud je však brán rozdíl oproti zá-
kladnímu elektrolytu, tak největší rozdíl naměřených proudů je v prostředí, které ob-
sahuje minimální množství vody 0,43 %. 
Dále z obrázku 3.7 b) vyplývá, že signál pro stigmasterol je nejvyšší při obsahu 
vody 50,0 %. Pokud opět bude brán v úvahu rozdíl proti základnímu elektrolytu, jako 
vhodné prostředí pro stanovení stigmasterolu je minimální možné množství vody 
0,43 %. Z obrázku je též možné pozorovat, že poloha píku se mění s množstvím vody, 
kterou roztok obsahuje. 
Na obrázku 3.7 c) je možné vidět, že odezva ergosterolu je nejvyšší při obsahu 
vody pro 5,0 %. Při obsahu vody 50,0 % v měřeném roztoku se kromě prvních dvou 
píků pozorovaných u ergosterolu objeví i pík třetí. Jeho vytvoření může být způsobeno 
další reakcí tohoto sterolu s kyselinou chloristou a obsaženou vodou. 
Vzhledem k jisté proměnlivosti výsledků mezi jednotlivými steroly bude vliv 
vody na odezvu sterolů studován podrobněji v další fázi práce. Bude nutné opět zohled-
nit časový faktor a teplotu, při které dehydratace probíhá. 
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Obr. 3.7 Cyklické voltamogramy a) β–sitosterolu (c = 1∙10–4 mol.l–1), b) stigmasterolu (c = 1∙10–
4 mol.l–1) a c) ergosterolu (c = 1∙10–5 mol.l–1) v 0,1 mol.l–1 HClO4 v prostředí acetonitrilu s obsa-
hem vody 0,43 %; 2,0 %; 5,0 % a 50,0 %. Rychlost skenu 100 mV.s-1, měřeno v rozsahu 0 až 
+2 500 mV. Voltamogramy zaznamenány ihned po přípravě smísením roztoku jednotlivých fy-
tosterolů s roztokem HClO4. Základní elektrolyty pro příslušné obsahy vody zaznamenány pře-
rušovanou čarou. 
 
3.1.5 Vliv základního elektrolytu 
Základní elektrolyt, tj. použitá kyselina, je zároveň dehydratačním činidlem, 
proto byla dále testována možnost využití dalších kyselin. 
Na obrázku 3.8 je znázorněna závislost odezvy fytosterolů a ergosterolu na pou-
žitém dehydratačním činidle. Z obrázku 3.8 a) vyplývá, že v prostředí kyseliny sírové, 
kdy celkový obsah vody činí 0,041 % jsou dobře rozeznatelné píky β−sitosterolu a stig-
masterolu, naopak u ergosterolu je dobře rozlišitelný jen pík první, který je viditelný 
při potenciálu + 1 113 mV. Od základního elektrolytu jsou všechny steroly odlišitelné 
dobře. Jako potenciálně vhodné se toto prostředí jeví pro β−sitosterol a stigmasterol. 
U ergosterolu je v tomto prostředí špatně odlišitelná druhá odezva, která je viditelná 
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v prostředí s kyselinou chloristou. Příčinou ovšem může být opět doba potřebná k vý-
voji tohoto signálu, jelikož znázorněné voltamogramy byly měřeny hned po přípravě 
roztoku. 
Prostředí kyseliny trihydrogenfosforečné (celkový obsah vody je 0,174 %), je pro 
detekci vybraných sterolů v porovnání s ostatními nevhodné, jak je patrné z obrázku 
3.8 b). Jednotlivé odezvy jsou špatně rozlišitelné od základního elektrolytu a nemají 
vyvinutá proudová maxima. V tomto prostředí vykazuje nejlepší odezvu ergosterol, u 
kterého jsou patrné obě odezvy oproti základnímu elektrolytu. 
Bylo studováno i prostředí chloristanu sodného v acetonitrilu (obr. 3.8 c)), kdy 
odezvy β−sitosterolu a stigmasterolu jsou oproti základnímu elektrolytu velmi dobře 
viditelné a rozlišitelné. V tomto prostředí se potenciály oxidace nacházejí pro stig-
masterol v + 1 900 mV a pro β−sitosterol v + 1 810 mV. Oproti prostředí kyseliny chlo-
risté nedošlo k výraznému posunu signálu u těchto dvou sterolů. Pouze u ergosterolu 
jsou málo rozlišitelné oba píky, pro stanovení tohoto sterolu je toto prostředí ne-
vhodné. Pro β−sitosterol a stigmasterol je možné uvažovat měření místo v kyselině 
chloristé v sodné soli této kyseliny, kdy je zřejmě oxidován přímo daný sterol. Obdobné 
podmínky byly použity pro oxidaci fytosterolu v práci [20], kdy jako základní elektrolyt 
byl použit chloristan lithný. Nicméně je třeba si uvědomit, že toto prostředí neobsahuje 
vodu a její přítomnost v roztoku bude významně zužovat potenciálové okno. 
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Obr. 3.8 Cyklické voltamogramy (1) β–sitosterolu (c = 1∙10–4 mol.l–1), (2) stigmasterolu (c = 
1∙10–4 mol.l–1) a (3) ergosterolu (c = 1∙10–5 mol.l–1) v 0,1 mol.l–1 a) H2SO4 v prostředí acetonitrilu 
s obsahem vody 0,041 %, b) H3PO4 v prostředí acetonitrilu s obsahem vody 0,174 % a c) NaClO4 
v prostředí acetonitrilu bez přídavku vody. Rychlost skenu 100 mV.s-1, měřeno v rozsahu 0 až 
+2 500 mV. Voltamogramy zaznamenány ihned po přípravě smísením roztoků. Základní elek-
trolyt zaznamenán přerušovanou čarou. 
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3.2 Koncentrační závislost β−sitosterolu v prostředí acetoni-
trilu a kyseliny chloristé 
 
Koncentrační závislost byla změřena metodou diferenční pulsní voltametrie pro 
β−sitosterol v koncnetračním rozmezí 1.10−6 mol.l−1 až 1.10−4 mol.l−1.Z obrázku 3.9 
můžeme pozorovat závislost výšky signálu na koncentraci analytu v prostředí 0,1 
mol.l−1 roztoku kyseliny chloristé v acetonitrilu s obsahem vody 0,43 %. Nejvyšší ode-
zvu je možné vidět při nejvyšší koncentraci β−sitosterolu, tj. 1.10−4 mol.l−1. Naopak nej-
nižší pík při koncentraci 1.10−6 mol.l−1. Signál diferenčního pulsního voltamogramu 
tedy klesá s klesající koncentrací β−sitosterolu obsaženého v roztoku.  
Před měřením každého roztoku byla elektroda vyleštěna suspenzí aluminy a de-
stilované vody, čímž bylo předejito její pasivaci. Koncentrační závislost je zobrazena na 
obrázku 3.9 b) a parametry této závislosti v tabulce 3.2. 
 
Tab. 3.2 Parametry koncentrační závislosti β−sitosterolu v prostředí kyseliny chloristé v ace-
tonitrilu za minimálního možného obsahu vody 0,43 %. 
  
rovnice kalibrační přímky Ip [μA] = +0,0244c[μmol.l−1] + 0,280 
R2 0,9580 
LOD / μmol.l−1 0,627 
koncentrační rozsah / μmol.l−1             0,8 – 20 
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Obr. 3.9 a) Diferenční pulsní voltamogramy β–sitosterolu (v koncentračním rozmezí 1∙10–4 (1) 
až 1∙10–6 (11) mol.l–1 v 0,1 mol.l–1 HClO4 v prostředí acetonitrilu s obsahem vody 0,43 %. Jed-
notlivé koncentrace β–sitosterolu v obr. b) – koncentrační závislost. Rychlost skenu 20 mV.s-1, 
měřeno v rozsahu +900 mV až +2 200 mV. 
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4 Závěr 
Cílem této práce bylo zkoumání elektrochemické oxidace dvou vybraných fytos-
terolů (β−sitosterolu a stigmasterolu) a ergosterolu v prostředí umožňujícím jejich de-
hydrataci. Z provedených měření, byly získány informace o vhodných podmínkách pro 
voltametrická měření těchto sterolů. 
Všechny studované steroly poskytují voltametrický signál v prostředí kyseliny 
chloristé v acetonitrilu ihned po přípravě jejich roztoku a to v oblasti potenciálů od + 
1 000 mV do + 1 850 mV. Poměrně pomalá změna výšky této odezvy umožňuje její vy-
užití pro další charakterizaci chování sterolů na BDD elektrodě. 
Bylo zjištěno, že odezva β−sitosterolu v prostředí kyseliny chloristé a acetonitrilu 
mírně narůstá do 30 min. od přípravy roztoku a pro stigmasterol do 15 min. Pro ergo-
sterol bylo zjištěno, že první pík se objevuje a je nejlépe viditelný při měření ihned po 
přípravě roztoku smísením ergosterolu s kyselinou chloristou s acetonitrilem. Naopak 
druhý pík se v závislosti na čase zvyšuje a je nejlépe viditelný až po 45 minutách. Stu-
dované elektrochemické děje jsou v rozsahu nižších rychlostí skenu do 160 mV.s−1 ří-
zeny difúzí. 
Jelikož dochází k pasivaci elektrodového povrchu, musel být tento aktivován leš-
těním mezi jednotlivými skeny. Anodická aktivace in−situ v měřeném roztoku se uká-
zala jako nedostatečná. 
Voltametrická odezva stigmasterolu i β−sitosterolu je viditelná i v prostředí ky-
seliny sírové, ta se však ukázala naprosto nevhodná pro ergosterol. V přítomnosti ky-
seliny fosforečné nejsou voltametrické odezvy fytosterolů dobře vyvinuty. V bezvodém 
prostředí chloristanu sodného v acetonitrilu poskytuje dobře vyvinuté signály stig-
masterol a β−sitosterol. 
Při studování vlivu vody na oxidaci se jako nejvhodnější ukázalo prostředí obsa-
hující 0,43 % vody. Odezvy fytosterolů od základního elektrolytu byly s tímto obsahem 
vody nejlépe viditelné. Toto prostředí bylo použito pro proměření koncentrační závis-
losti β−sitosterolu. Závislost je lineární v rozsahu 0,8 – 20 μmol.l−1 a nejnižší měřitelná 
koncentrace je 0,627 μmol.l−1. 
Další měření bude zaměřeno na optimalizaci voltametrické metody pro stanovení 
všech sterolů s ohledem na časovou stálost signálu a obsah vody v roztoku. Pozornost 
bude věnována možnosti elektrochemické detekce v průtokových metodách, např. 
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HPLC, kdy obsah vody v systému bude ovlivňovat jak detekci, tak separaci studovaných 
fytosterolů. Jiným směrem dalšího vývoje je studium mechanismu a identifikace pro-
duktů jak dehydratačních, tak elektrochemických reakcí. 
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